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Abstract of WO 03090727 (A1) 

The invention concerns a suspension of particles for delivering active principles, in particular proteins. 
Said particles are based on a diblock copolymer consisting of a neutral hydrophobic alpha hydroxy 
carboxylic acid polymer block and a hydrophilic linear polyaminoacid block with peptide alpha chaining, 
at least partly ionized. Said alpha hydroxy carboxylic acid polymer/ linear polyaminoacid delivery 
particles spontaneously obtainable in the absence of surfactant can be stable. Said delivery particles 
are capable of being associated undissolved in colloidal suspension with at least an active principle and 
of delayed or prolonged release thereof. The invention also concerns a powdery solid from which are 
derived the delivery particles and the preparation of said solid and said delivery particle suspension. 
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(57) Abstract: The invention concerns a suspension of particles for delivering active principles, in particular proteins. Said particles 
are based on a diblock copolymer consisting of a neutral hydrophobic alpha hydroxy carboxylic acid polymer block and a hydrophilic 
linear polyaminoacid block with peptide alpha chaining, at least partly ionized. Said alpha hydroxy carboxylic acid polymer/ linear 
polyaminoacid delivery particles spontaneously obtainable in the absence of surfactant can be stable. Said delivery particles are 
capable of being associated undissolved in colloidal suspension with at least an active principle and of delayed or prolonged release 
thereof. The invention also concerns a powdery solid from which are derived the delivery particles and the preparation of said solid 
and said delivery particle suspension. 

(57) Abrege : L' invention concerne unc suspension de particulcs de vectorisation (PV) de principes actifs (PA) en particulicr de 
proteines. Ces PV sont a base d'un copolymere dibloc forme d'un bloc de Polymere d' Acide Alpha Hydro xyCarboxylique (PAHC) 
neutre hydrophobe et d'un bloc de polyaminoacide(s) lineaire(s) hydrophile(s) a enchainement alpha peptidique polyAAI, ionises 
au moins en partie. Ces PV PAHC/polyAAI peuvent etre obtenues spontanement en l'absence de tensioactif et etre stables. Ces PV 
sont aptes a s'associer en suspension colloidale a l'etat non dissous avec au moins un PA et a liberer celui ci de facon retardee ou 
prolongcc. . L' invention vise cgalcmcnt un solidc pulverulent a partir duqucl sont issues les PV, ainsi que la preparation de cc solidc 
et de cette suspension de PV. 
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SUSPENSION COLLOID ALE DE PARTICULES SUBMICRONIQUES DE 
VECTORISATION DE PRINCIPES ACTIFS ET LEUR MODE DE 

PREPARATION 

Le domaine de la presente invention est celui des Particules de Vectorisation (PV), 
5 utiles pour l'administration de principes actifs (PA). Ces derniers sont, de preference, des 
medicaments ou des nutriments pour Tadministration a un organisme animal ou humain 
par voie orale ou nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, 
intradermique, intraperitoneale, intracerebral, parenteral, etc... En terme de nature 
chimique, les PA plus particulierement mais non limitativement concernes par V invention 
10 sont hydrophiles ou amphipiles, par exemple, des proteines, des glycoproteins, des 
peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, des polynucleotides et des 
molecules organiques. 

La presente invention concerne, plus precisement, des suspensions colloidales de 
Particules de Vectorisation, avantageusement de type submicronique, a base de blocs de 
15 polymeres hydrophobes et de blocs de polyaminoacides hydrophiles, du type polyGlu. 

La presente invention vise aussi bien des particules nues en tant que telles, que les 
systemes de vectorisation de PA, constitues par les particules chargees par le (ou les) PA. 

La presente invention a egalement trait a des solides pulverulents comprenant 
ces PV. L'invention concerne, egalement, des procedes de preparation desdites 
2 0 suspensions colloidales de particules, chargees en PA. 

L'encapsulation de PA dans les PV a notamment, pour but de modifier leur duree 
d'action et/ou de les acheminer au lieu du traitement et/ou augmenter la biodisponibilite 
desdits PA. De nombreuses techniques decapsulation ont deja ete proposees. De telles 
techniques visent, d'une part, a permettre le transport du PA jusqu'a son site d'action 
25 therapeutique, tout en le protegeant contre les agressions de Torganisme (hydrolyse, 
digestion enzymatique, etc.) et, d 5 autre part, a controler la liberation du PA sur son site 
d'action, afin de maintenir la quantite disponible pour Torganisme au niveau desire. Les 
• PA concernes par ces avatars de transport et de sejour dans 1' organisme sont, par exemple, 
des proteines mais peuvent etre, egalement, des produits tout autres, des molecules 
30 organiques d'origine synthetique ou naturelle. La revue de M.J. HUMPHREY (Delivery 
system for peptide Drugs, editee par S. DAVIS et L. ILLUM, Plenum Press, N.Y. 1986), 
fait etat de la problematique concernant 1' amelioration de la biodisponibilite des PA et 
Pinteret des systemes de vectorisation et de liberation controlee. 

Parmi tous les materiaux envisageables pour former des PV, les polymeres sont de 
35 plus en plus utilises, du fait de leurs proprietes intrinseques. S'agissant du cahier des 
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charges que Ton souhaite obtenir pour les PV, il est particulierement exigeant et 
comprend, notamment, les specifications suivantes. 

1 La premiere specification recherchee serait que les PV auraient avantage a 
pouvoir former, sans l'aide de solvant organique et/ou de tensioactif, une 

5 suspension aqueuse stable 

2 II est souhaitable que les PV et les systemes PV-PA puissent etre obtenus par 
un procede non denaturant pour le PA. 

3 Une autre specification recherchee serait que le polymere constituant les PV, 
soit biocompatible, eliminable (par excretion) et/ou biodegradable et, encore 

10 mieux, qu'il soit metabolise en produits non toxiques pour l'organisme. En 

outre, il conviendrait que la biodegradation dans Torganisme soit d'une duree 
suffisamment courte. 

4 II serait egalement souhaitable que les PV aient une taille suffisamment faible 
pour pouvoir subir, en suspension dans un liquide, une filtration sterilisante 

15 par un filtre dont le diametre des pores est inferieur ou egal a 0,2 |um. 

5 Les PV devraient, avantageusement, permettre de controler la vitesse de 
liberation du PA. 

6 Une autre specification importante serait que les systemes PV-PA puissent 
constituer d'excellents medicaments injectables. Cette aptitude amelioree de 

20 1' administration par injection -e.g. intraveineuse, sous-cutanee ou 

intramusculaire - « injectabilite » se caracterise par : 

(i) un volume injecte reduit (pour une dose therapeutique donnee), 

(ii) une viscosite faible. 

Ces deux proprietes sont satisfaites lorsque la dose therapeutique de PA est 
25 associee a une quantite minimale de PV. En d'autres termes, les PV doivent 

avoir un fort taux de chargement en PA. 

7 Le cout propre aux PV dans une preparation injectable doit etre reduit et la 
encore il convient que les PV aient un fort taux de chargement en PA. En 
definitive, la faible taille et un fort taux de chargement sont des specifications 

3 0 majeures recherchees pour les PV. 

8 II est egalement avantageux que le polymere, constitutif des PV, n'induise pas 
de reponse immunitaire. 

9 Pour la famille de PA hydrophiles et amphiphiles, en particulier les proteines, 
il conviendrait d'avoir des PV qui soient adaptes a cette famille de PA en 

35 termes de facilite dissociation et de liberation et en termes de caractere non 

denaturant. 
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Les propositions techniques anterieures, decrites infra, ont tente de satisfaire 
l'ensemble de ces specifications. A titre d'illustration, on citera les propositions 
anterieures (a) a (j) : 

(a) Le brevet US-A-5 286 495 concerne un procede decapsulation par vaporisation de 
proteines en phase aqueuse, a l'aide de materiaux ayant des charges opposees, a 
savoir : l'alginate (charge negativement) et la polylysine (chargee positivement). Ce 
procede de fabrication permet de produire des particules de taille superieure 
a 35 pm. 



(b) Par ailleurs, les techniques d'emulsion sont couramment utilisees pour preparer des 
microparticules chargees de PA. Par exemple, les demandes de brevets 
WO 91/06286, WO 91/06287 et WO 89/08449 divulguent de telles techniques 
d'emulsion dans lesquelles on a recours a des solvants organiques pour solubiliser 

15 des polymeres, par exemple de type polylactique. Mais il s'est avere que les solvants 

peuvent etre denaturants, notamment pour les PA peptidiques ou polypeptidiques. 

(c) On connait, egalement, des PV biocompatibles appelees proteinoides, decrites des 
1970 par X. FOX et K. DOSE dans « Molecular Evolution and the origin of Life », 

20 Ed. Marcel DEKKER Inc (1977). Ainsi, la demande de brevet WO 88/01213 

propose un systeme a base d'un melange de polypeptides synthetiques, dont la 
solubilite depend du pH. Pour obtenir les microparticules matricielles selon cette 
invention, ils solubilisent le melange de polypeptides, puis avec un changement de 
pH, ils provoquent la precipitation de particules proteinoides. Lorsque la 

25 precipitation s'effectue en presence d'un PA, celui-ci est encapsule dans la particule. 

(d) On mentionnera egalement, pour memoire, le brevet US 4 351 337 qui releve d'un 
domaine different de celui de la vectorisation de PA propre a V invention. Ce brevet 
divulgue des implants massiques fixes et localises a des endroits bien precis de 

30 1'organisme. Ces implants sont des tubes ou des capsules creuses de taille 

microscopique (160 pm et de longueur egale a 2 000 pm), constitues de 
copolymeres de copoly(aminoacides) - e.g. poly(acide glutamique-leucine) ou 
poly(benzylglutamate-leucine) - obtenus par copolymerisation de monomeres de N- 
carboxyanhydrides d'aminoacides (NCA). L'inclusion d'un PA s'opere par une 

35 technique d'evaporation de solvant d'un melange de polymere et de PA. Le brevet 

US 4 450 150 appartient a la meme famille que le brevet US 4 351 337 etudie 
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ci-dessus et a essentiellement le meme objet. Les PAA constitutifs sont des 
poly(acide glutamique-ethylglutamate). 

(e) La demande de brevet PCT WO 97/02810 divulgue une composition pour la 
5 liberation controlee de principes actifs, comprenant une pluralite de particules 

lamellaires d'un polymere biodegradable, au moins en partie cristallin (polymere 
d'acide lactique) et d'un PA absorbe sur lesdites particules. Dans ce cas, la 
liberation du principe actif s'opere par desorption. 

10 (f) La demande de brevet PCT WO 96/29991 a pour objet des particules de 
polyaminoacides utiles pour la vectorisation de PA dont notamment des PA 
hydrophiles tels que 1'insuline. Ces particules ont une taille comprise entre 10 et 
500 nm. Les particules selon le WO 96/29991 se ferment spontanement par mise en 
contact de PAA avec une solution aqueuse. Les PAA comprennent des monomeres 

15 aminoacides neutres et hydrophobes AAO et des monomeres ionisables et 

hydrophiles AAI. 

Ces particules peuvent etre chargees en insuline, au mieux a hauteur de 6,5 % en 
poids sec d' insuline par rapport a la masse de PAA. Le taux de chargement, Ta, est 
2 0 mesure selon un mode operatoire Ma decrit plus loin. 



(g) La demande de brevet EP 0 583 955 (US-B 5 449 513) divulgue des micelles 
polymere capables de pieger physiquement des PA hydrophobes. Ces micelles sont 
constitutes par des copolymeres bloc : PEG/polyAANO, AANO = Amino-Acide 
25 Neutre hydrophobe. L'AANO peut etre : Leu, Val, Phe, Bz-O-Glu, Bz-O-Asp, ce 

dernier etant prefere. Les principes actifs PA hydrophobes pieges dans ces micelles 
PEG/polyAANO sont e.g. : Adriamycine, indomethacine, daunomycine, 
methotrexate, mitomycine. 



30 (h) Le brevet US N° 5 514 380 divulgue un copolymere comprenant un bloc de 
polymere d'acide lactique et un bloc de polyoxyde d'ethylene (PEG), utile comme 
matrice pour la liberation de medicaments. II n'est pas question de microparticules 
realisees a partir de ce copolymere. 



WO 03/090727 



PCT/FR03/01278 



5 

(i) On connait par ailleurs de nombreuses publications qui decrivent des particules a 
base de copolymeres PEG/polymere d'acide lactique (PAL), pour la liberation 
prolongee de principes actifs, dont notamment : 
- Biomaterials 17 (1996) 1575-1581, Vittaz et al, 
5 - PolymAdv.Technol 10, 647-654 (1999), Kinn et al 

Dans ces particules copoly(PEG)(PAL), le PA est encapsule physiquement dans le 
cceur de PAL par codissolution dans un solvant organique du PA et du copoly- 
(PEG)(PAL). II en resulte que les PA formes par des proteines pourraient 
difficilement etre encapsules dans ces particules copoly(PEG)(PAL) car les risques 
10 de denaturation du PA sont importants. 

(j) L'article Biomaterials 19(1998) 1501-1505 / K.E. GONSALVES et al decrit des 
microparticules (diametre = 200 nm) de copolymere poly(L-lactique)(Asp) et de 
copolymere poly(L-lactique)(Ser). Ces particules copoly(PAL)(PAA) 

15 - PAA == Poly AminoAcide- sont obtenues sous forme d'emulsion par agitation 

mecanique d'une solution aqueuse d'Alcool Poly Vinylique (APV) stabilisante 
(tensioactif) et une solution organique (CH2CI2) de copoly(PAL)(PAA). Ces 
particules spheriques creuses sont stabilisees grace au tensioactif APV, qui forme 
une couche externe, la couche interne etant constitute du copoly(PAL)(PAA). Ces 

20 particules necessitent pour exister 1'usage du tensioactif stabilisant APV. II n'est 

pas question d'ionisation au moins partielle du PAA. En outre, les auteurs 
supputent que ces particules copoly (PAL) (PAA) pourraient etre utilisees pour la 
liberation controlee de medicaments. Cette supputation n'est etayee par aucune 
experience technique. Cet article ne divulgue pas de suspension colloidale stable 

2 5 comprenant ces microparticules, et encore moins une quelconque aptitude de ces 

dernieres a s'associer en suspension colloidale a l'etat non dissous, avec au moins 
un principe actif. 

II ressort de ce qui precede que les propositions techniques anterieures sus decrites, 
30 satisfont incompletement aux specifications du cahier des charges indique supra, et, en 
particulier pour ce qui concerne l'association des particules k des principes actifs (en 
particulier les proteines) ainsi que l'aptitude de ces particules chargees en PA a liberer ces 
derniers in vivo sans qu'ils n'aient ete alteres par la vectorisation. 

Dans cet etat de fait, un objectif essentiel est de pouvoir fournir de nouvelles PV 
35 qui forment spontanement, et sans Taide de tensioactifs, des suspensions aqueuses stables 
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(aux pH physiologiques) de PV et adapt^es a la vectorisation de PA (notamment des PA 
sensibles tels que des proteines). 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir de nouvelles PV 
5 en suspension aqueuse colloi'dale stable ou sous forme pulverulente et a base de 
poly(aminoacides) (PAA), ces nouvelles PV se devant de satisfaire au mieux aux 
specifications 1 a 9 du cahier des charges susvise. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir une suspension nouvelle de 
PV dont on maitrise parfaitement les caracteristiques, notamment en termes du taux de 
1 0 chargement en PA et en termes de controle de cinetique de liberation du PA. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir des suspensions 
medicamenteuses injectables. Les specifications, requises pour de telles suspensions, sont 
un faible volume d'injection et une faible viscosite. II importe que la masse de particules 
colloi'dales par dose d'injection soit la plus faible possible et ce sans limiter la quantite du 
15 principe actif PA transports par ces particules, afm de ne pas nuire a l'efficacite 
therapeutique. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir une suspension colloi'dale 
aqueuse ou un solide pulverulent comprenant des particules de vectorisation de principes 
actifs satisfaisant aux specifications visees ci-dessus et qui constitue une forme galenique 
20 appropriee et convenable pour une administration, par exemple orale, a l'homme ou 
1' animal. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir une suspension colloi'dale 
comprenant des particules de vectorisation de principes actifs filtrables sur des filtres de 
0,2 |im a des fins de sterilisation. 

25 Un autre objectif essentiel de l'invention est de proposer un procede de preparation 

de particules (seches ou en suspension dans un liquide) de blocs PAA 
hydrophobe/polymere hydrophile utiles, notamment, comme vecteurs de principes actifs 
(notamment proteines telles que l'insuline, 1'IFN, l'IL-2, le facteur VIII, l'EPO, etc), ledit 
procede se devant d'etre, plus simple a mettre en oeuvre, non denaturant pour les principes 

30 actifs et devant en outre toujours permettre une maitrise fine de la granulomere moyenne 
des particules obtenues. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est l'utilisation des susdites particules en 
suspension aqueuse ou sous forme solide pour la preparation de medicaments 
(e.g. vaccins), en particulier pour administration notamment orale, nasale, vaginale, 

35 oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, 
intracerebral ou parenteral, les principes actifs hydrophiles de ces medicaments pouvant 
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etre, notamment, des proteines, des glycoproteins, des peptides, des polysaccharides, des 
lipopolysaccharides, des oligonucleotides et des polynucleotides. 

Un autre objectif de la presente invention est de fournir un medicament, du type 
systeme a liberation prolongee de principes actifs, qui soit aise et economique a produire 
5 et qui soit, en outre, biocompatible et apte a assurer un tres haut niveau de biodisponibilite 
duPA. 

Les objectifs relatifs aux produits (parmi d'autres) sont atteints par la presente 
invention qui concerne, tout d'abord, une suspension colloidale de particules 
submicroniques susceptibles d'etre utilisees, notamment pour la vectorisation de PA, ces 
10 particules etant des arrangements supramoleculaires individualises, a base d'un 
copolymere amphiphile comprenant : 

► au moins un bloc de polyaminoacide(s) (PAA) lineaire(s), hydrophile(s) a 
enchainements a-peptidiques, les aminoacides hydrophiles AAI constitutifs de 
ce bloc PAA etant identiques ou differents entre eux ; 
15 ► et au moins un bloc d'au moins un polymere hydrophobe, forme par un 

Polymere dAcide a-HydroxyCarboxylique (PAHC) - de preference Polymere 
d'Acide Lactique (PAL)ou Polymere dAcide Glycolique (PAG)- 
caracterisee en ce que : 

- elle peut etre obtenue spontanement en l'absence de tensioactif, par mise en 
2 0 presence de copolymere amphiphile avec un liquide non-solvant des AAI ; 

- elle est stable meme en l'absence de tensioactif ; 

- les AAI du copolymere sont au moins partiellement sous forme ionisee ; 

- les particules sont aptes a s'associer en suspension colloidale a l'etat non dissous, 
avec au moins un PA et a liberer celui-ci, notamment in vivo, de maniere 

2 5 prolongee et/ou retardee. 

L'un des fondements inventifs de ces nouvelles particules de vectorisation PV, en 
suspension aqueuse colloidale stable aux pH physiologiques ou a l'etat de solide 
pulverulent, tient a la selection originale d'un copolymere bloc (polymere d , acide(s) 

3 0 a-hydroxycarboxylique(s) hydrophobe) / (polyaminoacide hydrophile) permettant 

d f obtenir des particules de taille submicronique, qui forment une suspension colloidale (de 
preference aqueuse) stable a tous pH physiologiques, en l'absence de tensioactifs qui 
soient adaptes a tous pH. 

Le fait que ces microparticules (PAHC)(PAA) aient au moins une partie de leurs 
35 AAI sous forme ionisee en suspension, constitue egalement une caracteristique innovante. 
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Un autre avantage remarquable de ces particules submicroniques tient a leur 
capacite a permettre l'adsorption a leur surface de PA, en suspension colloi'dale a l'etat non 
dissous, et done en l'absence de tout solvant organique ou tensioactif agressif. Ce type 
dissociation est a distinguer des processus d'encapsulation physique de PA en solution, 
5 dans des coeurs de microparticules. De telles conditions d'encapsulation sont denaturantes 
pour certains PA. II n'en est rien s'agissant des microparticules selon l'invention. 

En outre, il est particulierement surprenant et inattendu que les particules a base de 
copolymere bloc amphiphile poly(AAI)/(polylactide et/ou glycolide et/ou caprolactone), 
puissent s'associer et liberer in vivo des PA, en particulier des proteines. 
10 La structure des copolymeres bloc PAHC/PolyAAI et la nature des acides amines 

AAI, sont choisies de telle fa9on que : 

• les chaines de polymeres se structurent spontanement sous forme de particules 
(PV) de petite taille; 

• les particules forment une suspension colloi'dale stable dans l'eau et en milieu 
15 physiologique (pH=6-8) ; 

• les PV s'associent a l'etat colloidal non dissous avec des proteines ou autres 
PA en milieu aqueux, par un mecanisme spontane et non denaturant pour le 
PA; 

• les PV liberent les PA en milieu physiologique et, plus precisement, in vivo ; 
20 la cinetique de liberation est fonction de la nature du copolymere 

PAHC/PolyAAI precurseur des PV. 
Ainsi, en jouant sur la structure particuliere du copolymere, on peut controler les 
phenomenes d' association et de liberation du PA sur le plan cinetique et quantitatif. 

De preference, la suspension est caracteris^e en ce qu'elle est obtenue par mise en 
2 5 solution du copolymere amphiphile dans un solvant organique et mis en presence de cette 
solution avec un liquide aqueux. 

Pour definir un peu plus les copolymeres constitutifs des particules, on peut 
indiquer qu'ils sont du type sequentiel alterne (blocs). 

30 

Ainsi, selon une forme preferee de realisation des PV selon l'invention : 

- les AAI sont des acides amines hydrophiles AAI ; 

- le rapport AHC/AAI est superieur a 0,1 ; 

- la longueur absolue du bloc PAHC est superieure a 2 monomeres, de 
35 preference superieure a 10 monomeres; et plus preferentiellement comprise 

entre 20 et 100 monomeres. 
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Dans la presente demande, on entend par AHC, un monomere constitutif du 

PAHC. 

Avantageusement, le ou les blocs PAA a base d'AAI en comprennent au moins 5, 
5 de preference au moins 20, et plus preferentiellement encore au moins entre 30 et 100. 

De maniere plus preferee encore, les particules sont des "diblocs" de PAHC/AAL 

Le ou les AAI est(sont) choisi(s) parmi des aminoacides a chame laterale ionisable, 
10 les aminoacides naturels Glu et Asp sous forme carboxylique et/ou sous forme de sels 
etant particulierement preferes. 

Les PAA blocs constitutifs de particules ont 5 par exemple, des degres de 
polymerisation DP compris entre 30 et 600, de preference entre 50 et200 et, plus 
1 5 preferentiellement encore, entre 60 et 1 50. 

La presente invention vise, non seulement des suspensions de particules nues, telles 
que definies ci-dessus, mais egalement des particules comprenant au moins un principe 
actif PA de preference, la suspension selon 1'invention est aqueuse et stable. Ces 
2 0 particules, chargees ou non en PA, sont, avantageusement, sous forme dispersee dans un 
liquide (suspension), de preference aqueux, mais peuvent egalement etre a l'etat de solide 
pulverulent, obtenu a partir de la suspension de PV telle que definie ci-dessus. 

D'ou il s'ensuit que 1'invention concerne, outre une suspension colloidale (de 
2 5 preference aqueuse) de PV, un solide pulverulent comprenant des PV et obtenu a partir de 
la suspension selon 1'invention. 

Un autre objet essentiel de 1'invention se rapporte a la preparation des particules 
selectionnees (telles que decrites ci-avant), aussi bien sous forme de suspension colloidale 
30 que sous forme de solide pulverulent. Le procede de preparation considere consiste, 
essentiellement, a synthetiser des copolymeres PAHC/polyAAI precurseur et a les 
transformer en particules structurees. 

Plus precisement, il s'agit, tout d'abord, d'un procede de preparation du solide 
35 pulverulent susvise et forme par des particules submicroniques susceptibles d'etre 



WO 03/090727 



PCT/FR03/01278 



10 



utilisees, notamment pour la vectorisation de principe(s) actif(s) (PA), ces particules etant 
des arrangements supramoleculaires individualises : 

• a base d'un copolymere amphiphile comprenant : 

S au moins un bloc de polyaminoacide(s) (PAA) lineaire(s), hydrophile(s) 
5 a enchainements a-peptidiques, les aminoacides hydrophiles AAI 

constitutifs de ce bloc PAA etant identiques ou differents entre eux ; 
S et au moins un bloc de polymere(s) hydrophobe(s) a base de 
Polymere(s) d'Acide(s) a-HydroxyCarboxylique(s) (PAHC) - de 
preference Polymere(s) d'Acide Lactique(PAL)ou Polymere(s) d'Acide 
10 Glycolique (PAG) - ; 

• aptes a former une suspension colloidale, meme en l'absence de tensioactifs ; 

• aptes a s'associer en suspension colloidale a l'etat non dissous, avec au 
moins un PA et a liberer celui-ci, notamment in vivo, de maniere prolongee 
et/ou retardee. 

15 

Ce procede est caracterise en ce que : 



-1)- on met en oeuvre ou on prepare par polymerisation de monomeres d'acide(s) a- 
hydroxycarboxylique(s)-de preference acide lactique ou glycolique- au moins 
2 0 un bloc polymere PAHC (de preference de PAL ou PAG); ce bloc PAHC etant 

fonctionnalise (avantageusement a au moins Tune de ses extremites ) par au 
moins un groupement reactif protecteur, de preference choisi dans le groupe 
comprenant la BOC-ethanolamine, BOC-aminopropanol, (BOC 
ButOxyCarbonyle) ; 

25 

-2)- on deprotege le bloc polymere PAHC de l'etape -1)- ; 



-3)- on realise une copolymerisation de monomeres formes par des anhydrides de 
N-Carboxy Aminoacides (NCA) d'amino-acides hydrophiles AAI et/ou par des 

30 anhydrides de N-Carboxy Aminoacides (NCA) precurseurs d'amino-acides 

hydrophiles AAI et porteurs de groupements protecteurs, en presence d'au 
moins un solvant organique, de preference choisi dans le groupe comprenant : 
la N-MethylPyrrolidone (NMP), le DiMethylFormamide (DMF), le 
DiMethylsulfOxyde (DMSO), le DiMethylAcetamide (DMAc), la pyrrolidone 

35 et le dichloromethane ; ce dernier etant plus particulierement prefere ; 
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-4)- on ajoute le bloc polymere PAHC deprotege de Tetape -2)- au milieu de 
polymerisation du bloc de poly-AAI, avant, pendant ou apres la 
polymerisation; 

5 -5)- eventuellement on deprotege les precurseurs d'amino-acides hydrophiles AAI 

pour obtenir un ou plusieurs blocs poly AAI ; 

-6)- on precipite le copolymere bloc PAHC-polyAAI obtenu a Tissue des etapes 
precedentes ; 

10 

-7)- on met en solution le precipite de copolymere bloc PAHC-polyAAI obtenu a 
Tetape -6)- et on met en presence cette solution avec un liquide contenant au 
moins un non-solvant du copolymere bloc PAHC-polyAAI, de preference 
l'eau, ce liquide ayant un pH choisi de telle sorte que les AAI du copolymere 
1 5 bloc PAHC-polyAAI soient au moins en partie ionises ; 

-8)- eventuellement on associe au moins un principe actif PA hydrophile avec les 
particules ; 

2 0 -9)- eventuellement on purifie la suspension de Tetape -7)- ; 

-10)- eventuellement on concentre la suspension de Tetape -7)- ; 

-11)- on elimine le milieu liquide pour recueillir le solide pulverulent comprenant 
2 5 les particules. 

Avantageusement, les PAHC de l'etape -1)- sont obtenus de maniere connue en soi 
par polymerisation de lactide, de glycolide, ou de caprolactone, ou bien encore sont des 
produits commerciaux disponibles (polylactide, polylactide/glycolide, polycaprolactone 
30 e.g.). 

Des procedes d'obtention de ces PAHC sont decrits par exemple dans les brevets 
suivants : US 4 835 293, US 5 023 349, FR 2 692 263. 

35 La deprotection selon Tetape -2)- s'effectue de maniere connue en soi, par exemple 

par hydrolyse acide (e.g. acide trifluoroacetique). 
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La troisieme etape du procede s' inspire des techniques connues de polymerisation 
d'anhydrides de N-carboxy-(-aminoacides (NCA), decrites, par exemple, dans Particle 
« Biopolymers, 15, 1869 (1976) » et dans Pouvrage de H.R. KRICHELDORF 
" (-Aminoacid-N-carboxy Anhydride and Related Heterocycles » Springer Verlag (1987)". 

De preference, le ou les bloc(s) PAHC fonctionnalise(s) est (sont) introduit(s) 
avant et/ou au debut de la polymerisation selon P etape -3)-, qui se deroule de preference a 
une temperature comprise entre 20 et 120°C a pression atmospherique normale. 



10 Avantageusement, cette etape -3)- est realisee en presence d'au moins un 

co-solvant selectionne parmi les solvants aprotiques (de preference le dioxanne-1,4) et/ou 
les solvants protiques (de preference la pyrrolidone) et/ou Peau et/ou les alcools, le 
methanol etant particulierement prefere. 



15 De maniere plus preferee encore, les NCA-AAI sont des NCA d'acide glutamique 

ou aspartique O-alkyle ou O-aryle, par exemple des NCA-Glu-O-Me, NCA-Glu-O-Et ou 
NCA-Glu-O-Bz (Me = methyle / Et = ethyle / Bz = benzyle ). 



D'autres parametres experimentaux, comme : 
20 o la concentration en NCA et/ou en polymere bloc PAHC dans le 

solvant organique (de preference le dichloromethane) ; 
o et/ou la concentration ou la nature de l'eventuel cosolvant, lors de la 
synthese ; 

o la temperature du melange reactionnel ; 
25 o le mode d'ajout du polymere hydrophile ; 

o Pemploi de pression reduite ; 
o la duree de la reaction, etc. . . ; 
sont ajustes selon les effets desires et bien connus de Phomme de Part. 

30 Suivant une variante dans laquelle le procede est interrompu a Pissue d'une etape - 

5bis)- succedant a Pissue de Petape -5)- 5 on precipite - de preference dans Peau - le 
copolymere PAHC-polyAAI obtenu et on recueille ce precipite. Cette variante correspond 
a un mode discontinu de preparation de particules, dans lequel on isole le copolymere 
PAHC-polyAAI sous forme de precipite formant un produit intermediaire stable. Ce 

3 5 precipite peut etre, par exemple, filtre, lave et seche. 
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Pour effectuer l'association de l'etape -8)- d'un ou plusieurs PA aux particules, il 
est possible de mettre en ceuvre plusieurs methodes conformement a l'invention. 

Des exemples, non limitatifs, de ces methodes sont enumeres ci-apres. 

5 

Selon une premiere methode, on effectue l'association de PA aux particules par 
mise en presence d'une phase liquide (aqueuse ou non) contenant le PA avec la 
suspension colloi'dale de particules. 

10 Selon une deuxieme methode, on effectue l'association du PA aux particules par 

mise en presence d'un PA a l'etat solide avec la suspension colloi'dale de particules. Le 
PA solide peut etre, par exemple, sous forme de lyophilisat, de precipite, de poudre ou 
autre. 

15 Selon une troisieme methode, on met en presence le solide pulverulent 

(polylactide/polyAAI), tel que decrit supra en tant que produit et par ses caracteristiques 
d'obtention, avec une phase liquide (aqueuse ou non) contenant le PA. 

Selon une quatrieme methode, on met en presence le solide pulverulent, tel que 
20 decrit supra en tant que produit et par ses caracteristiques d'obtention, avec le PA sous 
forme solide. On disperse ensuite ce melange de solides, dans une phase liquide, de 
preference une solution aqueuse. 

Dans toutes ces methodes, le PA utilise peut etre sous forme pure ou preformulee. 

25 

Conformement a l'etape facultative -9)-, on ^limine les impuretes (sels) ainsi que le 
solvant, par tout traitement de separation physique approprie, par exemple par diafiltration 
(dialyse), filtration, modification pH, chromatographic. 

Cela conduit a une suspension (de preference aqueuse) de particules structures qui 
30 peut etre concentree [etape -10)-], par exemple par distillation ou tout autre moyen 
physique convenable : ultrafiltration, centrifugation. 

Pour separer a l'etape -1 1)-, les particules de leur milieu liquide de suspension, on 
elimine, eventuellement, la phase aqueuse, par exemple par sechage (e.g. a l'etuve), par 
35 lyophilisation ou tout autre moyen physique convenable : ultrafiltration, centrifugation. 
On recup&re, a Tissue de cette etape -1 1)-, un solide pulverulent, de couleur blanche. 
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II est k noter que la mise en oeuvre des etapes -1)-, -2)-, -3)-, -4)-, -5)-, -6)-, -7)-, et 
eventuellement -8)- du procede ci-dessus correspondent a une preparation d'une 
suspension colloidale de particules submicroniques et a fort taux de chargement en PA. 

Lors de cette preparation de suspension colloidale, les copolymeres amphiphiles 
5 polylactide et/ou polyglycolide et/ou polycaprolactone-poly(AAI) de Petape -6)- sont 
places dans un milieu aqueux dans lequel au moins une partie des PAHC est soluble et au 
moins une partie des AANO est insoluble. Les copolymeres PAHC/polyAAI existent sous 
forme de nanoparticules dans ce milieu aqueux. 

Une alternative pour preparer la suspension de PV selon Pinvention consiste a 
1 0 mettre en presence le solide pulverulent, tel que decrit ci-dessus en tant que produit et par 
son procede d'obtention, avec un milieu aqueux, non-solvantt des AAI. 



Compte tenu de la taille nanometrique des particules, la suspension peut etre filtree 
sur des filtres de sterilisation, ce qui permet d'obtenir, aisement et a moindre cout, des 
15 liquides medicamenteux injectables steriles. Le fait de pouvoir, grace a Pinvention, faire 
subir a la suspension de particules une filtration sterilisante, est un atout important. 

La presente invention vise, egalement, de nouveaux produits intermediates du 
procede decrit ci-dessus, caracterises en ce qu'ils sont constitues par des copolymeres 
20 PAHC-polyAAI precurseurs de particules. 



Selon un autre de ses aspects, l'invention concerne une suspension et/ou un solide 
pulverulent, tels que definis ci-dessus et/ou tels qu'obtenus par le procede presente supra, 
cette suspension et ce solide comprenant au moins un principe actif hydrophile, choisi, de 
2 5 preference, parmi : 

• les vaccins ; 

• les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels les plus preferentiellement 
retenus sont : les hemoglobines, les cytochromes, les albumines, les 
interferons, les cytokines, les antigenes, les anticorps, rerythropoietine, 

30 l'insuline, les hormones de croissance, les facteurs VIII et IX, les interleukines 

ou leurs melanges, les facteurs stimulants de Thematopoiese ; 

• les polysaccharides, Pheparine etant plus particulierement selectionnee ; 

• les acides nucleiques et, preferablement, les oligonucleotides d'ARN et/ou 
d'ADN, 
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• des molecules non peptido-proteiques appartenant a diverses classes de 
chimiotherapie anticancereuses et, en particulier, les anthracyclines et les 
taxoi'des ; 

• et leurs melanges. 

5 

Enfin, P invention concerne une specialite pharmaceutique, nutritionnelle, 
phytosanitaire ou cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comporte une suspension et/ou du 
solide pulverulent charge(s) en PA hydrophile et tels que definis ci-dessus. 

10 Selon un autre de ses objets, Tinvention vise, egalement, Putilisation de ces PV (en 

suspension ou sous forme solide) chargees en PA, pour la fabrication de medicaments du 
type systemes a liberation controlee de PA. 

II peut s'agir, par exemple de ceux administrates, de preference par voie orale, 
15 nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, 
intraperitoneale, intracerebrale ou parenterale. 

Les applications cosmetiques envisageables sont, par exemple, les compositions 
comprenant un PA associe aux PV selon l'invention et applicables par voie 
20 transdermique. 

Enfin, l'invention concerne une specialite pharmaceutique, nutritionnelle, 
phytosanitaire ou cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comporte une suspension et/ou du 
solide pulverulent charge(s) en PA et tels que definis ci-dessus. 

25 

Selon un autre de ses objets, l'invention vise, egalement, l'utilisation de ces PV (en 
suspension ou sous forme solide) chargees en PA, pour la fabrication de medicaments du 
type systemes a liberation controlee de PA. 

30 Dans le cas de medicaments, il peut s'agir, par exemple de ceux administrables, de 

preference par voie orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 
intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou parenterale. 
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Les applications cosmetiques envisageables sont, par exemple, les compositions 
comprenant un PA associe aux PV selon V invention et applicables par voie 
transdermique. 

5 Les produits phytosanitaires concernes peuvent etre, par exemple, des herbicides, 

des pesticides, des insecticides, des fongicides, etc... 

Les exemples qui suivent permettront de mieux comprendre 1' invention dans ses 
differents aspects produit/procede/application. Ces exemples iliustrent la preparation de 
10 particules de polylactide/PAAI charges ou non en principes actifs, de meme qu'ils 
presentent les caracteristiques de structure et les proprietes de ces particules. 



DESCRIPTION DES FIGURES 

15 

Figure 1 : 

Isotherme d'adsorption de l'insuline (9, 3mg/ml ) sur la dispersion de nanoparticules de 
T exemple 8. 

2 0 Figure 2 : 

Profils d'insulinemie et de glycemie chez le cochon sain apres administration d'une dose 
de 0,6 IU/kg d'insuline adsorbee sur les particules de 1'exemple 7. 

25 EXEMPLES : 

La synthese des copolymeres blocs se deroule en quatre grandes etapes : 

1 . polymerisation du lactide avec un amorceur bifonctionnel protege ; 

2. deprotection de l'amorceur lie au polymere; 

30 3. polymerisation du second monomere sur la fonction deprotegee de Tamorceur ; 
4. deprotection des groupements protecteurs sur le second monomere. 
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Exemple 1 : poly(acide lactique) 2 o-bloc-(acide glutamique) 50 

1.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique) 2 o L-lactide (5 g, 34,70 mmol, 
Aldrich 16101-127) et toluene distille (27ml) sont introduits dans un ballon sec et 

5 sous azote. On chauffe une heure a 80°C. Dans un second ballon on prepare un 

melange de t-butoxycarbonyl-aminopropanol (0,58 g, 3,30 mmol, Fluka 381029/1) 
et de toluene fraichement distille (23ml), qui est refroidi a -10°C. Apres l'ajout du 
diethylzinc (1,5 ml, 1,65 mmol, 1,1 M dans le toluene, Aldrich 72560-099) au BOC- 
aminopropanol, on permet a ce que cette reaction revient a temperature ambiante, 

10 puis on l'ajoute sur le monomere lactide pour initier la polymerisation. La 

polymerisation est terminee par un ajout de 4ml d'acide acetique en solution dans le 
toluene (10%). Le milieu reactionnel est alors concentre a l'evaporateur rotatif et 
precipite dans un large exces de methanol Le polymere est recupere par filtration 
puis seche sous vide. Rendement : 98 %. Caracterisations : Tg : 30-37°C. RMN l H 

15 (CDC1 3 ) : 5 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH 3 ), 1,55 ppm (d, 6H, 3 J=7,lHz, CHCH3), 1,85 

ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CHaCH^H^, 3,1 ppm (q, 2H, 3 J=6,2Hz, CH2NH), 4,15 ppm 
(t, 2H, 3 J=6 5 0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 3 J=6,9Hz, CH3CHOH), 4,8 ppm (m, 1H, 
NH), 5,15 ppm (q, 2H, 3 J=7,lHz, CHCH 3 ). RMN l3 C (CDCI3) : 5 = 17 ppm (2C, 
CHCHO, 20,7 ppm (1C, CH3CHOH), 28,7 ppm (3C, CH3C), 29,5 ppm 

20 (CH2CH2CH2), 37,5 ppm (CH 2 NH), 63,5 ppm (CH 2 0), 67 ppm (CH3CHOH), 69,5 

ppm (2C, CH), 156 ppm (NHC=0), 170 ppm (CHC(O)O). 

1.2 aminopropyl-poly(acide lactique) 2 o: Du polylactide (4g, 2,65mmol) et le 
dichloromethane distille (45ml) sont introduits sous courant d'azote dans un ballon. 

25 On introduit l'acide trifluoroacetique (8ml, 0,lmol, Sigma 19H3648) et on place la 

solution sous agitation a temperature ambiante pendant une demi-heure, jusqu'a ce 
que le degagement de CO2 soit termine. On evapore les solvants du milieu 
reactionnel a l'evaporateur rotatif. On ajoute 40ml de dichloromethane et la solution 
est lavee deux fois par 40ml de NaHC03 en solution aqueuse (5%) puis deux fois 

30 par 40ml d'eau distillee jusqu'a ce que le pH des eaux de lavage soit neutre. La 

phase organique est sechee sur MgS0 4 puis filtree. Le solvant est evapore a 
l'evaporateur rotatif, puis le polymere est seche sous vide. Rendement : 95%. 
Caracterisations : RMN ] H (CDCI3) : 8 = 1,55 ppm (d, 6H, 3 J=7,lHz, CH3), 
1,85 ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CH 2 CH2CH 2 ) 3 2,8 ppm (q, 2H 5 3 J=6 ? 2Hz, CH2NH7), 

35 4,15 ppm (t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 3 J=6,9Hz, CH3CHOH), 

5,15 ppm (q, 2H, 3 J=7 3 lHz, CH). 
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13 poly(benzyl glutamate) 50 -propyl-poly(acide lactique) 2 o* Du N-carboxyanhydride 
de L-glutamate de benzyle (8,68g, 33,0 mmol) est introduit dans un ballon. Le 
polylactide deprotege (lg, 0,66 mmol) est solubilise dans du dichloromethane 
fraichement distille (40ml) puis introduit par canule. Le milieu reactionnel est place 
5 sous agitation magnetique pendant trois heures a temperature ambiante, Le solvant 

est evapore au rotavapor puis le polymere est seche sous vide primaire. Rendement: 
85%. Caracterisations : RMN l H (TFA d) : 8 = 1,55 ppm (m, 6H, CH 3 ), 1,95 ppm 
(m, 2H, CH2CH 2 C=0), 2,35 ppm (m, 2H, CH 2 CH2C=0), 4,60 ppm (m, 1H, 
0=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 5,25 ppm (m, 2H, ClfcPh), 7,10 ppm (m, 5H, 
10 Ph). RMN 13 C (DMSO d6) : 5 = 17 ppm (CH 3 ), 27 ppm (CH7CH7COO), 30 ppm 

(CH2CH2COO), 52 ppm (O-CCHNH), 66 ppm (CH^h), 128-136 ppm (Ph), 168- 
170 ppm (OC=0), 172 ppm (NC=0). 



1.4 poly(acide glutamique) 5 o-propyl-poly(acide lactique) 20 : Le copolymere (5g, 
15 20mmol d'ester de benzyle) est introduit dans un ballon et solubilise dans Pacide 

trifluoroacetique (44ml, 0,57mol) a 10°C. On introduit Tacide methane sulfonique 
(44ml, 0,68mol) et Tanisole (11ml, 0,10mol) sous courant d'azote et on laisse le 
milieu reactionnel trois heures sous agitation. Le polymere est precipite dans un 
large exces d'ether ethylique froid, recupere par filtration, lave avec de Tether 
20 ethylique et seche sous vide. Rendement : 99%. Caracterisations ; RMN ! H (TFA 

d) : 8 = 1,55 ppm (m, 6H, CH 3 ), 1,95 ppm (m, 2H, CLbCH?C=0\ 2,35 ppm (m, 2H, 
CH 2 CH2C=0), 4,60 ppm (m, 1H, 0=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH). RMN 13 C 
(DMSO d6) : 5 = 17 ppm (CH3), 27 ppm (CI^C^COOH), 30 ppm 
(CH2CH2COOH), 52 ppm (OCCHNH), 69 ppm (CH), 168-170 ppm (0=CO), 172 
25 ppm(0=CNH). 



Exemple 2 : poly(acide lactique)3o-bloc-(acide glutamique) 8 o 

30 2.1 BOC-aminopropyl-poIy(acide lactique) 3 o : Le L-lactide (5g, 34,70mmol, Aldrich 
16101-127) est introduit en boite a gants sous atmosphere d'azote dans un ballon 
prealablement flamme. Le toluene, fraichement distille (27ml) est introduit par 
canule dans le ballon que Pon place sous agitation magnetique pendant une heure a 
80°C. Le ter-butoxycarbonyl aminopropanol (0,40g, 2,30mmol, Fluka 381029/1) et 

35 le toluene fraichement distille (23ml) sont introduits dans un ballon prealablement 

flamme et place sous agitation magnetique dans un bain a -10°C. La solution de 
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diethylzinc dans le toluene (1,0ml, l,15mmol, 1,1M, Aldrich 72560-099) est 
introduite goutte-a-goutte dans cette solution. Le milieu reactionnel est alors laisse 
sous agitation magnetique a temperature ambiante. Au bout d'une heure on introduit 
la solution de L-lactide sous courant d f azote dans le milieu reactionnel que Ton 
5 place alors a 80°C sous agitation pendant une heure. La polymerisation est terminee 

par un ajout de 4ml d'acide acetique en solution dans le toluene (10%). Le milieu 
reactionnel est alors concentre a l'evaporateur rotatif et precipite dans un large exces 
de methanol froid. Le polymere precipite est recupere par filtration puis seche sous 
vide primaire, Rendement : 98%. Caracterisations : Tg : 30-37°C. RMN ! H 

10 (CDC1 3 ) : 8 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH 3 ), 1,55 ppm (d, 6H, 3 J=7,lHz, CHCHA 1,85 

ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CH^CLLCHA 3,1 ppm (q, 2H, 3 J=6,2Hz, CH2NH), 4,15 ppm 
(t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 3 J=6,9Hz, CH3CHOH), 4,8 ppm (m, 1H, 
NH), 5,15 ppm (q, 2H, 3 J=7,lHz, CHCH 3 ). RMN 13 C (CDC1 3 ) : 5 - 17 ppm (2C, 
CHCHO, 20,7 ppm (1C, CH3CHOH), 28,7 ppm (3C, CH3C), 29,5 ppm 

15 (CH2CH2CH2), 37,5 ppm (CH 2 NH), 63,5 ppm (CH 2 0), 67 ppm (CH3CHOH), 69,5 

ppm (2C, CH), 156 ppm (NHC=0), 170 ppm (CHC(O)O). 

2.2 aminopropyl-poly(acide lactique) 3 o : Le polylactide (4g, l,85mmol) et le 
dichloromethane fraichement distille (45ml) sont introduits sous courant d'azote 

20 dans un ballon prealablement flamme et relie a un bulleur. On introduit l'acide 

trifluoroacetique (8ml, 0,lmol, Sigma 19H3648) et on place la solution sous 
agitation a temperature ambiante pendant une demi-heure, jusqu'a ce que le 
degagement de CO2 soit termine. On evapore les solvants du milieu reactionnel a 
Tevaporateur rotatif. On solubilise le polylactide dans 40ml de dichloromethane. 

2 5 Cette phase organique est lavee deux fois par 40ml de NaHC0 3 en solution aqueuse 

(5%) puis deux fois par 40ml d'eau distillee jusqu'a ce que le pH des eaux de lavage 
soit neutre. La phase organique est alors sechee sur MgS04 puis filtree. Le solvant 
est evapore a Tevaporateur rotatif, puis le polymere est seche sous vide primaire. 
Rendement : 95%. Caracterisations : RMN *H (CDCI3) : 5 = 1,55 ppm (d, 6H, 

30 3 J=7,lHz, CH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CH3CH3CHA 2,8 ppm (q, 2H, 

3 J=6,2Hz, CH2NH2), 4,15 ppm (t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 3 J=6,9Hz, 
CH3CHOH), 5,15 ppm (q, 2H, 3 J=7,lHz, CH). 

2.3 poly(benzyl glutamate) 8 o-propyl-poly(acide lactique) 3 o : Du N-carboxyanhydride 
35 de L-glutamate de benzyle (9,74g, 37,0mmol) fourni par Flamel Technologies est 

pese et introduit en boite a gants sous atmosphere d'azote dans un ballon 
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prealablement flamme. Le polylactide deprotege (lg, 0,46mmol) est solubilise dans 
du dichloromethane fraichement distille (45ml) puis introduit par canule. Le milieu 
reactionnel est place sous agitation magnetique pendant trois heures a temperature 
ambiante. Le solvant est evapore au rotavapor puis le polymere est seche sous vide 
5 primaire. Rendement : 85%. Caracterisations : RMN ] H (TFA d) : 5 = 1,55 ppm (m, 

6H, CH 3 ), 1,95 ppm (m, 2H, CH2CH2OO), 2,35 ppm (m, 2H, CH7CH9OOV 4,60 
ppm (m, 1H, 0=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 5,25 ppm (m, 2H, CFkPh), 7,10 
ppm (m, 5H, Ph). RMN 13 C (DMSO d6) : 5= 17 ppm (CH 3 ), 27 ppm 
(CH2CH2COO), 30 ppm (CH2CH2COO), 52 ppm (0=CCHNH), 66 ppm (OfePh), 
10 128-136 ppm (Ph), 168-170 ppm (OOO), 172 ppm (NC=0). 



2.4 poly(acide glutamique)8o-propyl-poly(acide lactique)3o: Le copolymere (5g, 
20,3mmol d'ester de benzyle) est introduit sous courant d'azote dans un ballon 
prealablement flamme. II est solubilise dans Pacide trifluoroacetique (44ml, 

15 0,57mol). La solution est alors placee sous agitation a 10°C. On introduit l'acide 

methane sulfonique (44ml, 0,68mol) et l'anisole (11ml, 0,10mol) sous courant 
d'azote. On laisse le milieu reactionnel trois heures sous agitation a 10°C, puis on le 
precipite dans un large exces d' ether ethylique froid. Le polymere precipite est 
recupere par filtration, lave avec de Tether ethylique et seche sous vide primaire. 

20 Rendement : 99%. Caracterisations :RMN ] H (TFA d) : 8 = 1,55 ppm (m, 6H, 

CH 3 ), 1,95 ppm (m, 2H, CH2CH 2 C=0), 2,35 ppm (m, 2H, CH2CH2OO), 4,60 ppm 
(m, 1H, O-CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH). RMN l3 C (DMSO d6) : 6 = 17 ppm 
(CH3), 27 ppm (CFhCHzCOOH), 30 ppm (CH2CH2COOH), 52 ppm (OCCHNH), 
69 ppm (CH), 168-170 ppm (0=CO), 172 ppm (0=CNH). 

25 



Exemple 3 : poly(acide Iactique) 50 -bloc-(acide gIutamique)so 



3.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique)^ : Le L-lactide (5g, 34,70mmol, Aldrich 
30 16101-127) est pese et introduit en boite a gants sous atmosphere d'azote dans un 

ballon prealablement flamme. Le toluene, fraichement distille (27ml) est introduit 
par canule dans le ballon que Ton place sous agitation magnetique pendant une 
heure a 80°C. Le ter-butoxycarbonyl aminopropanol (0,24g, l,38mmol, Fluka 
381029/1) et le toluene fraichement distille (23ml) sont introduits dans un ballon 
35 prealablement flamme et place sous agitation magnetique dans un bain a -10°C. La 

solution de diethylzinc dans le toluene (0,63ml, 0,69mmol, 1,1M, Aldrich 72560- 
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099) est introduite goutte-a-goutte dans cette solution. Le milieu reactionnel est alors 
laisse sous agitation magnetique a temperature ambiante. Au bout d'une heure on 
introduit la solution de L-lactide sous courant d'azote dans le milieu reactionnel que 
Ton place alors a 80°C sous agitation pendant une heure. La polymerisation est 
5 terminee par un ajout de 4ml d'acide acetique en solution dans le toluene (10%). Le 

milieu reactionnel est alors concentre a Pevaporateur rotatif et precipite dans un 
large exces de methanol froid. Le polymere precipite est recupere par filtration puis 
seche sous vide primaire. Rendement : 98%. Caracterisations : Tg : 30-37°C. RMN 
] H (CDC1 3 ) : 6 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH 3 ), 1,55 ppm (d, 6H, 3 J=7,lHz, CHCH3), 1,85 

10 ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CH?CH?CH Z ), 3,1 ppm (q, 2H, 3 J=6,2Hz, CH2NH), 4,15 ppm 

(t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 3 J=6,9Hz, CH3CHOH), 4,8 ppm (m, 1H, 
NH), 5,15 ppm (q, 2H ? 3 J=7,lHz, CHCH 3 ). RMN l3 C (CDCI3) : 5 = 17 ppm (2C, 
CHCH3), 20,7 ppm (1C, CH3CHOH), 28,7 ppm (3C, CH3C), 29,5 ppm 
(CH2CH2CH2), 37,5 ppm (CH 2 NH), 63,5 ppm (CH 2 0), 67 ppm (CH3CHOH), 69,5 

1 5 ppm (2C, CH), 1 56 ppm (NHC=0), 1 70 ppm (CHC(O)O). 

3.2 aminopropyl-poly(acide lactique)^: Le polylactide (4g, l,llmmol) et le 
dichloromethane fraichement distille (45ml) sont introduits sous courant d'azote 
dans un ballon prealablement flamme et relie a un bulleur. On introduit Tacide 

2 0 trifluoroacetique (8ml, 0,1 mol, Sigma 19H3648) et on place la solution sous 

agitation a temperature ambiante pendant une demi-heure, jusqu'a ce que le 
degagement de CO2 soit termine. On evapore les solvants du milieu reactionnel a 
Pevaporateur rotatif On solubilise le polylactide dans 40ml de dichloromethane. 
Cette phase organique est lavee deux fois par 40ml de NaHC03 en solution aqueuse 

2 5 (5%>) puis deux fois par 40ml d'eau distillee jusqu'a ce que le pH des eaux de lavage 

soit neutre. La phase organique est alors sechee sur MgS04 puis filtree. Le solvant 
est evapore a l'evaporateur rotatif, puis le polymere est seche sous vide primaire. 
Rendement : 95%. Caracterisations : RMN ! H (CDC1 3 ) : 5 = 1,55 ppm (d, 6H, 
3 J=7,lHz, CH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz 5 CH9CH9CH?), 2,8 ppm (q, 2H, 

30 3 J=6,2Hz, CH7NH2), 4,15 ppm (t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 3 J=6,9Hz 5 

CH3CHOH), 5,15 ppm (q, 2H 5 3 J=7,lHz 5 CH). 

3.3 poly(benzyl glutamate) 5 o-propyl-poly(acide lactique)5 0 : Du N-carboxyanhydride 
de L-glutamate de benzyle (3,65g, 13,8mmol) est pese et introduit en boite a gants 

35 sous atmosphere d'azote dans un ballon prealablement flamme. Le polylactide 

deprotege (lg, 0,27mmol) est solubilise dans du dichloromethane fraichement 



WO 03/090727 



PCT/FR03/01278 



22 



10 



25 



distille (17ml) puis introduit par canule. Le milieu reactionnel est place sous 
agitation magnetique pendant trois heures a temperature ambiante. Le solvant est 
evapore au rotavapor puis le polymere est seche sous vide primaire. Rendement : 
85%. Caracterisations : RMN ! H (TFA d) : 8 = 1,55 ppm (m, 6H, CH 3 ), 1,95 ppm 
(m, 2H, CH2CH2CO), 2,35 ppm (m, 2H, CH2CH2CO), 4,60 ppm (m, 1H 5 
0=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH) 3 5,25 ppm (m, 2H, CFbPh), 7,10 ppm (m, 5H, 
Ph).RMN l3 C (DMSO d6) : 6 = 17 ppm (CH 3 ), 27 ppm (CH 2 CH 2 COO), 30 ppm 
(CH 2 CH2COO), 52 ppm (0=CCHNH), 66 ppm (CLbPh), 128-136 ppm (Ph), 168- 
170 ppm (OC=0), 172 ppm (NOO). 



3.4 poly(acide glutamique) 5 o-propyl-poly(acide lactique)so* Le copolymere (3g, 
10,27mmol d'ester de benzyle) est introduit sous courant d'azote dans un ballon 
prealablement flamme. II est solubilise dans l'acide trifluoroacetique ((22,5ml, 
0,29mol). La solution est alors placee sous agitation a 10°C. On introduit Tacide 

15 methane sulfonique (22 3 5ml, 0,35mol) et Tanisole (5,5ml, 0,05mol) sous courant 

d'azote. On laisse le milieu reactionnel trois heures sous agitation a 10°C, puis on le 
precipite dans un large exces d'ether ethylique froid. Le polymere precipite est 
recupere par filtration, lave avec de Pettier ethylique et seche sous vide primaire. 
Rendement : 99%. Caracterisations : RMN ! H (TFA d) : 5 = 1,55 ppm (m, 6H, 

20 CH 3 ) 3 1,95 ppm (m, 2H, CH2CH 2 C=0), 2,35 ppm (m, 2H, CH 2 CH2C=0), 4,60 ppm 

(m, 1H, 0=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH). RMN ,3 C (DMSO d6) : 5 = 17 ppm 
(CH3), 27 ppm (CH2CH 2 COOH) 5 30 ppm (CH 2 CH 2 COOH), 52 ppm (OCCHNH), 
69 ppm (CH), 168-170 ppm (0=CO), 172 ppm (0=CNH). 



Exemple 4 : poly(acide lactique)so-bloc-(acide glutamique)2o 



4.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique)^' L-lactide (5,2g, 36,09mmol, 
Aldrich 16101-127) et toluene distille (27ml) sont introduits dans un ballon sec et 

30 sous azote. On chauffe une heure a 80°C. Dans un second ballon on prepare un 

melange de t-butoxycarbonyl aminopropanol (0,16g, 0,91mmol 5 Fluka 381029/1) 
et de toluene fraichement distille (23ml), qui est refroidi a -10°C. Apres l'ajout du 
diethylzinc (0,4ml, 0 3 44mmol, 1,1M dans le toluene, Aldrich 72560-099) au BOC- 
aminopropano, on permet a ce que cette reaction revient a temperature ambiante, 

35 puis on Taj out sur le monomere lactide pour initier la polymerisation. La 

polymerisation est terminee par un ajout de 0,5ml d'acide acetique en solution 
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dans le toluene (10%). Le milieu reactionnel est alors concentre a l'evaporateur 
rotatif et precipite dans un large exces de methanol. Le polymere est recupere par 
filtration puis seche sous vide. Rendement : 98%. Caracterisations : Tg : 30- 
37°C. RMN *H (CDC1 3 ) : 5 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH 3 ) 5 1,55 ppm (d, 6H, 3 J=7,lHz, 
5 CHCH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CH2CH2CH2), 3,1 ppm (q, 2H, 3 J=6,2Hz, 

CH2NH), 4,15 ppm (t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 3 J=6,9Hz, 
CH3CHOH), 4,8 ppm (m, 1H, NH), 5,15 ppm (q, 2H, 3 J=7,lHz, CHCH3). RMN 
13 C (CDCI3) : S = 17 ppm (2C, CHCH3), 20,7 ppm (1C, CH3CHOH), 28,7 ppm 
(3C, CH3C), 29,5 ppm (CH 2CH2 CH2), 37,5 ppm (CH 2 NH), 63,5 ppm (CH 2 0), 67 
10 ppm (CH 3 CHOH), 69,5 ppm (2C, CH), 156 ppm (NHC=0), 170 ppm (CHC(O)O). 

4.2 aminopropyl-poly(acide lactique) 8 o : Du polylactide (4,5g, 2,98mmol) et le 
dichloromethane distille (54ml) sont introduits sous courant d'azote dans un 
ballon. On introduit l'acide trifluoroacetique (9ml, 0,1 Imol, Sigma 19H3648) et on 

15 place la solution sous agitation a temperature ambiante pendant une demi-heure, 

jusqu'a ce que le degagement de CO2 soit termine. On evapore les solvants du 
milieu reactionnel a l'evaporateur rotatif. On ajoute 50ml de dichloromethane et la 
solution est lavee deux fois par 50ml de NaHC0 3 en solution aqueuse (5%) puis 
deux fois par 50ml d'eau distillee jusqu'a ce que le pH des eaux de lavage soit 

20 neutre. La phase organique est sechee sur MgS04 puis filtree. Le solvant est 

evapore a l'evaporateur rotatif, puis le polymere est seche sous vide. Rendement : 
95%. Caracterisations : RMN *H (CDC1 3 ) : 5 = 1,55 ppm (d, 6H, 3 J=7,lHz, 
CH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CH 2 CH2CH 2 ), 2,8 ppm (q, 2H, 3 J=6 3 2Hz, 
CTI2NH2), 4,15 ppm (t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 3 J=6,9Hz, 

25 CH3CHOH), 5,15 ppm (q, 2H, 3 J=7,lHz, CH). 

4.3 poly(benzyl glutamate)2o-propyl-poly(acide lactique) 8 o : Le N- 

carboxyanhydride de L-glutamate de benzyle (2,70g, 10,26mmol) est introduit 
dans un ballon. Le polylactide deprotege (3g, l,98mmol) est solubilise dans du 

30 dichloromethane fraichement distille (15ml) puis introduit par canule. Le milieu 

reactionnel est place sous agitation magnetique pendant trois heures a temperature 
ambiante. Le solvant est evapore au rotavapor puis le polymere est seche sous vide 
primaire. Rendement : 85%. Caracterisations : RMN *H (TFA d) : 8 = 1,55 ppm 
(m, 6H, CH 3 ), 1,95 ppm (m, 2H, CH2CH 2 C=0), 2,35 ppm (m, 2H, CH 7 CH?C=0l 

35 4,60 ppm (m, 1H, 0=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 5,25 ppm (m, 2H, CHsPh), 

7,10 ppm (m, 5H, Ph). RMN l3 C (DMSO d6) : S = 17 ppm (CH 3 ), 27 ppm 
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(CH2CH 2 COO) 5 30 ppm (C^C^COO), 52 ppm (0=CCHNH), 66 ppm (ClfcPh), 
128-136 ppm (Ph), 168-170 ppm (OC=0), 172 ppm (NOO). 

4.4 poly(acide glutamique) 2 o-propyl-poly(acide lactique) 8 o: Le copolymere 
5 (5,2g, 20,8mmol d'ester de benzyle) est introduit dans un ballon et solubilise dans 

l'acide trifluoroacetique (22ml, 0,29mol) a 10°C. On introduit l'acide methane 
sulfonique (22ml, 0,34mol) et l'anisole (5,6ml, 0,05mol) sous courant d'azote et 
on laisse le milieu reactionnel trois heures sous agitation a 10 °C. Le polymere est 
precipite dans un large exces d'ether ethylique froid, recupere par filtration, lave 

10 avec de Tether ethylique et seche sous vide. Rendement : 99%. Caracterisations : 

RMN *H (TFA d) : 8 = 1,55 ppm (m, 6H, CH 3 ), 1,95 ppm (m, 2H, CH?CFb(>0), 
2,35 ppm (m, 2H, CH7CH7OO), 4,60 ppm (m, 1H, O-CCHNH), 5,0ppm (m s 2H, 
CH). RMN 13 C (DMSO d6) : 5 - 17 ppm (CH3), 27 ppm (C^CI^COOH), 30 
ppm (CH2CH2COOH), 52 ppm (OCCHNH), 69 ppm (CH), 168-170 ppm (OCO), 

15 172ppm(0=CNH). 

Exemple 5 : poly(acide lactique) 3 o-bloc-(acide glutamique)i 00 

2 0 5.1 BOC-aminopropyl-poly(acide lactique) 30 : Le L-lactide (6g, 41,64mmol, 

Aldrich 16101-127) est introduit en boite a gants sous atmosphere d'azote dans un 
ballon prealablement flamme. Le toluene, fraichement distille (27ml) est introduit 
par canule dans le ballon que Ton place sous agitation magnetique pendant une 
heure k 80°C. Le ter-butoxycarbonyl aminopropanol (0,73g, 4,20mmol, Fluka 

25 381029/1) et le toluene fraichement distille (23ml) sont introduits dans un ballon 

prealablement flamme et place sous agitation magnetique dans un bain a -10°C. La 
solution de diethylzinc dans le toluene (1,9ml, 2,19mmol, 1,1M, Aldrich 72560- 
099) est introduite goutte-a-goutte dans cette solution. Le milieu reactionnel est 
alors laisse sous agitation magnetique a temperature ambiante. Au bout d'une 

30 heure on introduit la solution de L-lactide sous courant d'azote dans le milieu 

reactionnel que Pon place alors a 80°C sous agitation pendant une heure. La 
polymerisation est terminee par un ajout de 5ml d'acide acetique en solution dans 
le toluene (10%). Le milieu reactionnel est alors concentre a Pevaporateur rotatif et 
precipite dans un large exces de methanol froid. Le polymere precipite est recupere 

35 par filtration puis seche sous vide primaire. Rendement : 98%. Caracterisations : 

Tg : 30-37°C. RMN *H (CDC1 3 ) : 5 = 1,4 ppm (s, 9H, CCH 3 ) 5 1,55 ppm (d, 6H, 
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3 J=7,lHz, CHCHO. 1,85 ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CH2CH2CH2), 3,1 ppm (q 5 2H, 
3 J=6,2Hz, CH2NH), 4,15 ppm (t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 
3 J=6,9Hz, CH3CHOH), 4,8 ppm (m, 1H, NH), 5,15 ppm (q, 2H, 3 J=7,lHz, 
CHCH3). RMN 13 C (CDCI3) : 6 = 17 ppm (2C, CHCH3), 20,7 ppm (1C, 
5 CH3CHOH), 28,7 ppm (3C, CH3C), 29,5 ppm (CH2CH2CH2), 37,5 ppm (CH 2 NH), 

63,5 ppm (CH 2 0), 67 ppm (CH3CHOH), 69,5 ppm (2C, CH), 156 ppm (NHC=0), 
170 ppm (CHC(O)O). 

5.2 aminopropyl-poly(acide lactique) 30 : Le polylactide (3g, l,39mmol) et le 
10 dichloromethane fraichement distille (36ml) sont introduits sous courant d'azote 

dans un ballon prealablement flamme et relie a un bulleur. On introduit l'acide 
trifluoroacetique (6ml, 0,08mol, Sigma 19H3648) et on place la solution sous 
agitation a temperature ambiante pendant une demi-heure, jusqu'a ce que le 
degagement de CO2 soit termine. On evapore les solvants du milieu reactionnel a 
15 l'evaporateur rotatif. On solubilise le polylactide dans 40ml de dichloromethane. 

Cette phase organique est lavee deux fois par 40ml de NaHC03 en solution 
aqueuse (5%) puis deux fois par 40ml d'eau distillee jusqu'a ce que le pH des eaux 
de lavage soit neutre. La phase organique est alors sechee sur MgS04 puis filtree. 
Le solvant est evapore a l'evaporateur rotatif, puis le polymere est seche sous vide 
20 primaire. Rendement : 97%. Caracterisations ; RMN ! H (CDCI3) : 5 = 1,55 ppm 

(d, 6H, 3 J=7,lHz, CH3), 1,85 ppm (q, 2H, 3 J=6,3Hz, CH7CH7CHA 2 ? 8 ppm (q, 
2H, 3 J=6,2Hz, CH2NH2X 4,15 ppm (t, 2H, 3 J=6,0Hz, CH 2 0), 4,35 ppm (q, 1H, 
3 J=6,9Hz, CH 3 CHOH), 5,15 ppm (q, 2H, 3 J=7,lHz, CH). 

2 5 5.3 poly(benzyl glutamate)ioo-propyl-poly(acide lactique)3o : Le N- 

carboxyanhydride de L-glutamate de benzyle (33g, 125,4mmol) fourni par Flamel 
Technologies est pese et introduit en boite a gants sous atmosphere d'azote dans un 
ballon prealablement flamme. Le polylactide deprotege (2,9g, l,33mmol) est 
solubilise dans du dichloromethane fraichement distille (165ml) puis introduit par 

30 canule. Le milieu reactionnel est place sous agitation magnetique pendant trois 

heures a temperature ambiante. Le solvant est evapore au rotavapor puis le 
polymere est seche sous vide primaire. Rendement : 93%. Caracterisations : RMN 
! H (TFA d) : S = 1,55 ppm (m, 6H, CH 3 ), 1,95 ppm (m, 2H, CH?CH?CO), 2,35 
ppm (m, 2H, CH9CH7CK)). 4,60 ppm (m, 1H, 0=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH), 

35 5,25 ppm (m, 2H, CH,Ph). 7,10 ppm (m, 5H, Ph). RMN 13 C (DMSO d6) : 6 = 17 

ppm (CH 3 ), 27 ppm (CH2CH2COO), 30 ppm (CH9CH7COO), 52 ppm 
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(0=CCHNH), 66 ppm (CHa Ph). 128-136 ppm (Ph) 5 168-170 ppm (OC=0), 172 
ppm (NOO). 

5.4 poly(acide glutamique)ioo-propyl-poly(acide lactique) 3 o : Le copolymere 
5 (llg, 44,66mmol d'ester de benzyle) est introduit sous courant d'azote dans un 

ballon pr^alablement flamme. II est solubilise dans l'acide trifluoroacetique 
(100ml, l 5 30mol). La solution est alors placee sous agitation a 10°C. On introduit 
l'acide methane sulfonique (100ml, l,55mol) et l'anisole (25ml, 0,23mol) sous 
courant d'azote. On laisse le milieu reactionnel trois heures sous agitation a 10°C, 

10 puis on le precipite dans un large exces d'ether ethylique froid. Le polymere 

precipite est recupere par filtration, lave avec de Tether ethylique et seche sous 
vide primaire. Rendement : 99%. Caracterisations ;RMN l H (TFA d) : 5 = 1,55 
ppm (m, 6H, CH 3 ), 1,95 ppm (m, 2H, CH2CH 2 C=0), 2,35 ppm (m, 2H, 
CH7CH9OO). 4,60 ppm (m, 1H, 0=CCHNH), 5,0ppm (m, 2H, CH). RMN I3 C 

15 (DMSO d6) : 5 = 17 ppm (CH3), 27 ppm (CH2CH2COOH), 30 ppm 

(CHiCHbCOOH), 52 ppm (OCCHNH), 69 ppm (CH), 168-170 ppm (0=CO), 172 
ppm (OCNH). 

Exemple 6 : Formation de nanopar ticules a partir du polymere de Texemple 4 

20 

0.5 g de poudre du polymere de 1' exemple 4 sont dissous dans 20 g d'un melange 
90/10 p/p THF/Ethanol. La solution est coulee au goutte a goutte dans 4 volumes d'une 
solution aqueuse de tampon phosphate 0. 1 M. La dispersion obtenue est diffusante 

2 5 Exemple 7 : Mesure du diametre hydrodynamique des nanoparticules de Texemple 6 

La dispersion diffusante de 1' exemple 6 est diafiltree sur une membrane BIOMAX YM 
300. Les nanoparticules se trouvent concentrees dans le retentat. Elles sont ensuite 
dialysees a volume constant contre 800 ml d'eau faiblement tamponnee (tampon 
30 phosphate 2.10" 4 M sans sel). Le diametre hydrodynamique des particules, determine par 
diffusion de lumiere dynamique, est de 240 nm. 
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Exemple 8 : Mesure de la quantite maximale d'insuline absorbees sur les particules 
de polymere de T exemple 7 

Les nanoparticules de Texemple 7, concentrees a 10 mg/ml en conditions isotoniques a 
5 pH 7,4 sont mises en contact a 25°C durant 16 heures, avec des concentrations croissantes 
d'insuline recombinante humaine en solution. La quantite d'insuline libre c'est a dire non 
adsorbee sur les nanoparticules, est determinee par chromatographic d' exclusion sterique. 
A cette fin, la preparation est injectee dans une colonne TSK G4000 PWXL de TOSO 
HAAS. L'insuline libre est detectee par un detecteur UV AGILENT Series 1100 a 
10 214 nm. On obtient ainsi Tisotherme d'adsorption de la figure 1. La valeur au plateau de 
cet isotherme permet de determiner la quantite maximale, Am, d'insuline adsorbee par 
unite de masse du copolymere sec. On trouve Am = 6% p/p. 



15 Exemple 9 : Formation de nanoparticules a partir du polymere de Texemple 5 

Le polymere de Texemple 5 est obtenu en solution ethanolique concentree a 26.7 g/l Cette 
solution est directement coulee au goutte a goutte dans 4 volumes d'une solution aqueuse 
de tampon phosphate 0.1 M. La dispersion obtenue est diffusante. 

20 

Exemple 10 : Mesure du diametre hydrodynamique des nanoparticules de 
Texemple 9 

La dispersion diffusante de Texemple 9 est diafiltree sur une membrane 
2 5 BIOMAX YM 300. Les nanoparticules se trouvent concentrees dans le retentat. Elles sont 
ensuite dialysees a volume constant contre 800 ml d'eau faiblement tamponnee (tampon 
phosphate 2.10-4 M sans sel). Le diametre hydrodynamique des particules, determine par 
diffusion de lumiere dynamique est de 220 nm. 



30 



WO 03/090727 PCT/FR03/01278 

28 

Exemple 11 : Mesure de la quantite maximale d'insuline absorbees sur les particules 
de l'exemple 10 

En procedant de maniere identique a l'exemple 8, on obtient l'isotherme d'adsorption de 
5 l'insuline sur les nanoparticules du polymere de l'exemple 5. La valeur au plateau de cet 
isotherme permet de determiner la quantite maximale, Am, d'insuline adsorbee par unite 
de masse du copolymere sec. On trouve Am = 1 % p/p. 

10 Exemple 12 : Caracterisation des nanoparticules du polymere de l'exemple 3 

Les nanoparticules du copolymere de l'exemple 3 sont preparees et isolees selon le 
procede expose dans les exemples 6 et 9. Le diametre hydrodynamique des nanoparticules, 
mesure par diffusion de lumiere dynamique, est de 450 nm. La quantite maximale 
15 d'insuline adsorbee sur ces nanoparticules est mesuree comme expose dans les exemples 8 
et 1 1 . On trouve : Am = 2,5% p/p. 

Exemple 13 : Formation de nanoparticles a partir du polymere de Fexemple 3 

20 

500 mg polymere, selon l'exemple 3, sont dissous dans 100ml de DMF en 10 min a 60°C. 
Cette solution est versee lentement un volume de 200ml d'ether diisopropylique a -40°C 
fortement agite. La solution est laissee a reposer a temperature ambiante pendant 2 heures 
puis centrifugee a 1500 tr/min pendant 20 min. Le culot est filtre sur Biichner n°4 et le 
25 precipite est lave avec de Tether diisopropylique. Le precipite est seche sous vide de 
pompe a palettes. 

Exemple 14 : Pharmacocinetique et pharmacodynamic des PV-charges avec 
30 rinsuline chez le chien sain a ieun. 

La preparation de microparticules PAHC-poly AAI de Texemple 7, associees a de 
l'insuline (Basulin®) de Texemple 8 a ete injectee a des chiens, rendus diabetiques par 
pancreatectomie totale, et a jeun de la veille au soir. L'administration a 1 1 heures du matin 
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par voie sous cutanee thoracique de la preparation a ete faite a la posologie de 0,5 Ul/kg 
d'insuline par Kg de poids vif de L'animal. Le volume administre est compris entre 0,18 et 
0,24 ml. Au temps -4, -2, 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44 et 48 heures, 1 
ml de sang sont preleves par ponction jugulaire sous vide sur tube heparinate de sodium. 
5 30 |il de sang total sont utilises extemporanement pour mesure de la glycemie. Le tube est 
ensuite centrifuge, decante et le plasma stocke a -20° C pour dosage de l'insuline. Les 
resultats presentes dans la figure 2 ci-apres montrent un relarguage de l'insuline jusqu'a 12 
heures (trait plein) et un effet hypoglycemias important qui se prolonge jusqu'a 20 heures 
(trait discontinu) apres l'injection. 

10 

Cet exemple demontre la non-denaturation de l'insuline en presence de PV selon 
Tinvention. 

De plus, cet exemple montre que les nanoparticules selon Tinvention sont de PV qui 
1 5 peuvent etre utilisees efficacement pour la liberation modifiee de proteines. 
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REVINDICATIONS 

1 - Suspension colloi'dale de particules submicroniques susceptibles d'etre 
utilisees, notamment pour la vectorisation de principe(s) actif(s) (PA), ces particules etant 
5 des arrangements supramoleculaires individualises, a base d'un copolymere amphiphile 
comprenant : 

► au moins un bloc de polyaminoacide(s) (PAA) lineaire(s), hydrophile(s) a 
enchainements a-peptidiques, les aminoacides hydrophiles AAI constitutifs de 
ce bloc PAA etant identiques ou differents entre eux ; 
10 ► et au moins un bloc d'au moins un polymere hydrophobe, forme par un 

Polymere dAcide a-HydroxyCarboxylique (PAHC) - de preference Polymere 
d'Acide Lactique (PAL)ou Polymere dAcide Glycolique (PAG)- 
caracterisee en ce que : 

- elle peut etre obtenue spontanement en l'absence de tensioactif, par mise en 
1 5 presence de copolymere amphiphile avec un liquide non-solvant des AAI ; 

- elle est stable meme en l'absence de tensioactif ; 

- les AAI du copolymere sont au moins partiellement sous forme ionisee ; 

- les particules sont aptes a s'associer en suspension colloi'dale a l'etat non dissous, 
avec au moins un PA et a liberer celui-ci 3 notamment in vivo, de maniere 

2 0 prolongee et/ou retardee. 

2°- Suspension selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle est obtenue 
par mise en solution du copolymere amphiphile dans un solvant organique et mise en 
presence de cette solution avec un liquide aqueux. 

25 

3 - Suspension selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que : 

- les AAI sont des acides amines hydrophiles AAI, 

- le rapport AHC/AAI est superieur a 0, 1 

- la longueur absolue du bloc PAHC est superieure a 2 monomeres, de 
30 preference superieure a 10 monomeres, et plus preferentiellement 

comprise entre 20 et 60 monomeres. 

4- Suspension selon Tune quelconque des revendications 1 ou 3, caracterisee 
en ce que le ou les blocs PAA a base dAAI en comprennent au moins 5, de preference au 
35 moins 20, et plus preferentiellement encore au moins entre 30 et 100. 
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5 - Suspension selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en 
ce que les particules sont des « diblocs » PAHC/AAI. 

6 - Suspension selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en 
5 ce que le ou les AAI est(sont) choisi(s) parmi des aminoacides a chaine laterale ionisable, 

les aminoacides naturels Glu et Asp sous forme carboxylique et/ou sous forme de sels 
etant particulierement preferes. 

7 - Suspension selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterisee en 
10 ce qu'elle est aqueuse et stable. 

8 - Solide pulverulent, caracterise en ce qu'il est obtenu a partir de la 
suspension selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. 

15 9- Procede de preparation du solide pulverulent selon la revendication 8, 

caracterisee en ce que : 



-1)- on met en oeuvre ou on prepare par polymerisation de monomeres d'acide(s) a- 
hydroxycarboxylique(s)-de preference acide lactique ou glycolique- au moins 
20 un bloc polymere PAHC (de preference de PAL ou PAG); ce bloc PAHC etant 

fonctionnalise (avantageusement a au moins Tune de ses extremites ) par au 
moins un groupement reactif protecteur, de preference choisi dans le groupe 
comprenant la BOC-ethanolamine, BOC-aminopropanol (BOC = 
ButOxyCarbonyle) ; 



25 



-2)- on deprotege le bloc polymere PAHC de Tetape -1)- 



-3)- on realise une copolymerisation de monomeres formes par des anhydrides de 
N-Carboxy Aminoacides (NCA) d'amino-acides hydrophiles AAI et/ou par des 

30 anhydrides de N-Carboxy Aminoacides (NCA) precurseurs d'amino-acides 

hydrophiles AAI et porteurs de groupements protecteurs, en presence d'au 
moins un solvant organique, de preference choisi dans le groupe comprenant : 
la N-MethylPyrrolidone (NMP), le DiMethylFormamide (DMF), le 
DiMethylsulfOxyde (DMSO), le DiMethylAcetamide (DMAc), la pyrrolidone 

35 et le dichloromethane ; ce dernier etant plus particulierement prefere ; 
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-4)- on ajoute le bloc polymere PAHC deprotege de l'etape -2)- au milieu de 
polymerisation du bloc de poly-AAI, avant, pendant ou apres la 
polymerisation; 

-5)- eventuellement on deprotege les precurseurs d'amino-acides hydrophiles AAI 
pour obtenir un ou plusieurs blocs poly AAI ; 

-6)- on precipite le copolymere bloc PAHC-polyAAI obtenu a Tissue des etapes 
precedentes ; 



-7)- on met en solution le precipite de copolymere bloc PAHC-polyAAI obtenu a 
l'etape -6)- et on met en presence cette solution avec un liquide contenant au 
moins un non-solvant du copolymere bloc PAHC-polyAAI, de preference 
l'eau, ce liquide ayant un pH choisi de telle sorte que les AAI du copolymere 
15 bloc PAHC-polyAAI soient au moins en partie ionises ; 

-8)- eventuellement on associe au moins un principe actif PA hydrophile avec les 
particules ; 

2 0 -9)- eventuellement on purifie la suspension de l'etape -7)- ; 

-10)- eventuellement on concentre la suspension de l'etape -7)- ; 

-11)- on elimine le milieu liquide pour recueillir le solide pulverulent comprenant 

2 5 les particules. 

10 - Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que, le ou les bloc(s) 
PAHC fonctionnalise(s) est (sont) introduit(s) avant et/ou au debut de la polymerisation, 
qui se deroule de preference a une temperature comprise entre 20 et 120°C a pression 

3 0 atmospherique normale. 

11 - Procede de preparation de la suspension selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que Ton met en presence d'un milieu aqueux non- 
solvant des AAI, le solide pulverulent selon la revendication 8 et/ou le solide pulverulent 

35 obtenu par le procede selon la revendication 9 ou 10. 
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12 - Procede de preparation de la suspension selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 1 a 7 et eventuellement 8 
et/ou 9 et/ou 10 du procede selon la revendication 9. 

5 13 - Procede de preparation de la suspension selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 7, caracterise en ce que Ton effectue Passociation du PA hydrophile 
aux particules, par mise en presence d'une phase liquide contenant ledit PA hydrophile 
avec la suspension colloi'dale de particules. 

10 14- Procede de preparation de la suspension selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 7, caracterise en ce que Ton effectue Passociation du PA hydrophile 
aux particules par mise en presence dudit PA a Petat solide avec la suspension colloi'dale 
de particules. 

15 15- Procede de preparation de la suspension selon Pune quelconque des 

revendications 1 a 7 5 caracterise en ce que Pon met en presence le solide pulverulent selon 
la revendication 8 et/ou le solide pulverulent obtenu par le procede selon la 
revendication 9, avec une phase liquide contenant le PA hydrophile. 

20 16- Procede de preparation de la suspension selon Pune quelconque des 

revendications 1 a 7, caracterise en ce que Pon met en presence le solide pulverulent selon 
la revendication 8 et/ou le solide pulverulent obtenu par le procede selon la revendication 
9, avec le PA hydrophile sous forme solide et en ce que Pon disperse ce melange de 
solides dans une phase liquide, de preference une solution aqueuse. 

25 

17- Produits intermediates du procede selon la revendication 9 ou 10, 
caracterises en ce qu'ils sont constitues par des copolymeres PAHC-polyAAI, de 
preference polylactique ou glycolique-polyAAI. 

30 18 - Suspension selon Pune quelconque des revendications 1 a 7 et/ou obtenue 

par le procede selon l'une quelconque des revendications 9 a 16 et/ou solide pulverulent 
selon la revendication 8 comprenant un moins un principe actif hydrophile choisi, de 
preference, parmi : 

o les vaccins ; 

35 o les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels les plus 

preferentiellement retenus sont : les hemoglobines, les cytochromes, 
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les albumines, les interferons, les antigenes, les anticorps, 
rerythropoietine, 1'insuline, les hormones de croissance, les facteurs 
VIII et IX, les interleukines on leurs melanges, les facteurs stimulants 
de l'hematopoiese ; 

5 o les polysaccharides, l'heparine etant plus particulierement 

selectionnee ; 

o les acides nucleiques et, preferablement, les oligonucleotides d'ARN 
et/ou d'ADN ; 

o des molecules non peptido-proteiques appartenant a diverses classes 
10 de chimiotherapie anti-cancereuses et, en particulier, les 

anthracyclines et les taxoi'des ; 
o et leurs melanges. 



19 - Speciality pharmaceutique, nutritionnelle, phytosanitaire ou cosmetique, 
15 caracterisee en ce qu'elle comporte une suspension selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7 et/ou obtenue par le procede selon Tune quelconque des 
revendications 9 a 16 et/ou du solide pulverulent selon la revendication 8. 



20 
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